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photodestruction at UV- and red optical range 
of pharmaceutical substances of chlorin e6 and 
its dimethyl ester were studied in the article. 
It was established, that DME Ce6 sub-
stance shows high stability in the conditions 
of the investigation, it wasn’t observed the 
growth of impurities content. The influence of 
irradiation of different optical diapasons caus-
es the formation of the range of impurities, the 
growth of which wasn’t possible to describe.
Keywords: chlorin e6, DME Ce6, pho-
todestruction, thermodestruction, high-per-
formance liquid chromatography. 
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ИЗУЧЕНИЕ СТАБИЛЬНОСТИ ФЛАВОНОИДОВ РУДБЕКИИ ШЕРШАВОЙ 
ЦВЕТКОВ МЕТОДАМИ СТРЕССОВЫХ, УСКОРЕННЫХ И ДОЛГОСРОЧНЫХ
 ИСПЫТАНИЙ
Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет
В статье представлены данные о влиянии деструктирующих агентов (кислот-
ный и щелочной гидролиз, окисление, действие катионов металлов) на сохранность 
биологически активных веществ (БАВ) в экстрактах из рудбекии шершавой цвет-
ков. Изучена стабильность трех основных флавоноидов (аналитических маркеров) 
в рудбекии шершавой цветках при хранении в различных условиях. Представлены 
данные об изменении качественного и количественного состава активных веществ 
в измельченном (2000 мкм) и цельном сырье рудбекии шершавой цветков, хранивших-
ся при температуре от 20 до 60°С и влажности сырья от 9 до 25%. Образцы ана-
лизировались методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
через промежутки времени, эквивалентные 3, 6, 9, 12, 18, 24 и 36 месяцам хране-
ния в естественных условиях. Результаты исследования доказывают стабильность 
растительного сырья по показателю «количественное содержание» при хранении в 
естественных условиях в течение 24 месяцев. 
Ключевые слова: рудбекия шершавая, ВЭЖХ, стресс-тест, ускоренные испы-
тания.
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ВВЕДЕНИЕ
Информация о стабильности фарма-
цевтической субстанции (или активного 
фармацевтического ингредиента – АФИ) 
или готового лекарственного средства 
(ГЛС) является неотъемлемой частью ре-
гистрационного досье. Данная информа-
ция необходима для подтверждения соот-
ветствия требованиям по качеству, эффек-
тивности и безопасности АФИ или ГЛС, 
указанным в регистрационных докумен-
тах. Изменение качества АФИ или ГЛС с 
течением времени может происходить под 
влиянием различных факторов окружа-
ющей среды: температуры, влажности и 
света. По продолжительности и условиям 
проведения испытания стабильности мож-
но подразделить на три типа: стрессовые 
испытания (период до 15 дней, проводят-
ся для выявления направления деструкции 
АФИ и валидации методик анализа), уско-
ренные испытания (срок до шести месяцев, 
проводятся с целью ускорения процессов 
химической деструкции или физических 
изменений АФИ или ЛС), долгосрочные 
испытания (срок до нескольких лет, прово-
дятся с целью доказательства отсутствия 
изменения химических, физических, био-
логических, микробиологических или 
биофармацевтических характеристик для 
АФИ и ГЛС). 
Для оценки влияния внешних факто-
ров на стабильность синтетических фар-
мацевтических субстанций и выработки 
решений по упаковке в настоящее вре-
мя широко используются стресс-тесты 
(кислотный и щелочной гидролиз, на-
гревание, окисление, действие катионов 
железа и меди, а также облучения) [1, 2]. 
Данные стресс-тесты помогают выявить 
основные направления деструкции, зна-
ние которых, в свою очередь, позволяет 
разработать упаковку, в наибольшей сте-
пени защищающую фармацевтическую 
субстанцию от внешних факторов. При 
проведении стресс-теста на устойчивость 
растворов фармацевтических субстанций 
растительного происхождения к действию 
деструктирующих агентов использовали 
рекомендации, приведенные в литерату-
ре [1, 2]. Согласно этим рекомендациям, 
устойчивость веществ к действию кислот 
и щелочей проверяется либо при комнат-
ной температуре в течение 2 недель, либо 
при нагревании c кислотами и щелочами 
различной концентрации (0,01М…5М) в 
течение от 2 до 24 часов. Устойчивость к 
действию окислителей проверяется при 
взаимодействии вещества с пероксидом 
водорода 0,1-2% в течение 24 часов при 
комнатной температуре или при концен-
трации пероксида водорода 1-30% при 
нагревании, также проверяется действие 
катионов металлов (Cu2+ и Fe3+) на про-
цесс деструкции вещества. Вещество счи-
тается устойчивым к действию деструк-
тирующего агента, если в течение срока 
наблюдения разрушается не более 10-15% 
вещества [1, 2]. 
При стандартизации лекарственного 
растительного сырья по количественно-
му содержанию БАВ в фармакопейных 
статьях обычно используется подход, при 
котором указывается не «коридор» допу-
стимых значений, как для большинства 
синтетических лекарственных средств, а 
только нижняя граница содержания. Поэ-
тому содержание биологически активных 
веществ, а, следовательно, и фармаколо-
гической активности, для разных серий 
одного и того же наименования расти-
тельного сырья может различаться в не-
сколько раз. Еще одним важным отличи-
ем лекарственного растительного сырья 
от синтетических лекарственных средств 
является то, что при хранении деструкция 
биологически активных веществ (эфир-
ные масла, алкалоиды), по которым про-
водится стандартизация, в течение срока 
годности может достигать 50%. Однако, 
в руководящих документах Комитета по 
лекарственным растениям Европейского 
медицинского агентства (EMEA/HPMC) 
считается приемлемым отклонение в ко-
личественном содержании вещества, по 
которому проводится стандартизация 
(аналитический маркер), в ±10% от на-
чальной величины в течение предполага-
емого срока годности [3]. Поэтому перво-
степенную важность для увеличения сро-
ков годности ЛРС приобретает упаковка, 
в максимальной степени обеспечивающая 
сохранность БАВ в растительном сырье 
при хранении. 
Целью настоящей работы было изуче-
ние стабильности экстрактов из рудбекии 
шершавой цветков методом стресс-тестов, 
а также получение данных о стабильно-
сти измельченного и цельного сырья при 
хранении в условиях ускоренных и долго-
срочных испытаний.
49
Вестник фармации №3 (73) 2016                                                                         Научные публикации
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использованы два жидкост-
ных хроматографа фирмы Agilent 1100 
(при проведении ускоренных и долго-
срочных испытаний) и Agilent 1260 (при 
проведении стресс-тестов) в комплекте с 
системами подачи и дегазации на четыре 
растворителя и диодно-матричными де-
текторами. Сбор данных, обработка хрома-
тограмм и спектров поглощения проводи-
лись с помощью программы ChemStation 
for LC 3D (Agilent 1100) и программы 
Agilent OpenLAB (Agilent 1260). Для раз-
деления использовалась хроматографиче-
ская колонка 250 мм×4,6 мм, заполненная 
силикагелем октильным для хроматогра-
фии с размером частиц 5 мкм; температура 
колонки 30°С; подвижная фаза: ацетони-
трил – 0,01 М раствор калия дигидрофос-
фата, доведенный кислотой фосфорной до 
рН 3,0 (20:80, об/об); скорость подвижной 
фазы: 1,0 мл/мин; спектрофотометриче-
ский детектор, длина волны 360 нм; объем 
вводимой пробы: 10,0 мкл [4].
При выполнении стресс-теста к 900 
мкл раствора стандартного образца или 
растительного экстракта, полученного как 
и в методике количественного определе-
ния, добавляли 100 мкл стрессового аген-
та, определяли исходные концентрации 
методом ВЭЖХ, герметично укупоривали 
и оставляли в темном месте при комнатной 
температуре (20–25ºC), проводя периоди-
ческий переконтроль. В качестве стрессо-
вых агентов использовали: при изучении 
гидролиза при различных значениях рН 
– воду очищенную, 0,1 M раствор кисло-
ты хлористоводородной и 0,1 M раствор 
натрия гидроксида; действия катионов ме-
таллов – 0,5 M водные растворы меди (II) 
хлорида и железа (III) хлорида; окисления 
– 3% раствор пероксида водорода. Исход-
ные растворы готовили в трех повторно-
стях (стандартный образец патулетрина) 
или для трех серий растительного сырья. 
В качестве объектов исследования исполь-
зовали по три серии рудбекии шершавой 
цветков, заготовленные в Витебской обла-
сти (Республика Беларусь) в 2014 и 2015 
годах в период массового цветения. При 
определении учитывали три основных 
флавоноида рудбекии шершавой цветков 
(кверцетин-3-О-диглюкозид, патулетрин 
и мирицетин). Исходные концентрации 
веществ определяли по градуировочным 
графикам, далее рассчитывали изменение 
концентрации веществ по отношению к 
исходной концентрации. Для процессов, 
приводящих к значительной деструкции 
веществ (свыше 15% от исходной концен-
трации), были  рассчитаны константы ско-
ростей реакций. Порядок реакций для ну-
левого, первого и второго порядков опре-
деляли графическим методом. Анализы 
растительных экстрактов проводили сразу 
после приготовления растворов и спустя 
1, 4, 9 и 14 дней. До проведения анализов 
сырье хранилось в двойных бумажных па-
кетах, в защищенном от света месте в есте-
ственных условиях.
Для оценки влияния внешних факто-
ров на стабильность растительного сырья 
при хранении использовали три серии рас-
тительного сырья, заготовленного в Ви-
тебской, Могилевской и Минской областях 
(Республика Беларусь) в 2011 году. Часть 
серии растительного сырья измельчали до 
размера частиц 2000 мкм (размер круп-
ного порошка, используемого в фильтр-
пакетах), другую оставляли цельной. Сы-
рье помещали в контейнеры (стеклянные 
флаконы) как допускающие газообмен с 
внешней средой, так и герметично укупо-
ренные (резиновая пробка под обкатку). 
Для оценки влияния влажности на сохран-
ность БАВ в герметично укупоренных 
контейнерах искусственным путем созда-
вали влажность (потерю в массе при высу-
шивании) для сырья около 9% (кратковре-
менно подсушивали сырье при температу-
ре 85°С с принудительной вентиляцией), 
около 12% (естественная влажность после 
сушки) и 25% (к взвешенной массе сырья 
с установленной влажностью добавляли 
рассчитанный объем воды, перемешива-
ли на вортекс-шейкере и сразу герметично 
укупоривали). Для оценки влияния темпе-
ратуры на ускорение процессов деструк-
ции использовали метод «ускоренных ис-
пытаний». Суть данного метода заключа-
ется в том, что при увеличении температу-
ры хранения на каждые 10ºС скорость хи-
мических реакций деструкции БАВ, про-
исходящих в субстратах, увеличивается в 
2–4 раза (правило Вант-Гоффа). Хранение 
с периодическим переконтролем осущест-
вляли в естественных условиях (20±5°С в 
течение трех лет), а также при температуре 
40°С (270 суток) и при температуре 60°С 
(68 суток), что соответствовало трем го-
дам при допущении, что при увеличении 
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температуры хранения на каждые 10ºС 
скорость химических реакций увеличива-
ется в 2 раза. Методология подобных ис-




ца и растительных экстрактов рудбекии 
шершавой цветков
Раствор патулетрина неустойчив под 
действием окислителя (раствор пероксида 
водорода), гидроксида натрия и катионов 
меди. При нейтральном значении рН спу-
стя 14 дней сохраняется 6,4±1,0% патуле-
трина, в кислой среде – 41,6±4,5%, при дей-
ствии катионов железа (III) – 29,8±1,0%. 
В экстрактах из цветков рудбекии все 
изучаемые флавоноиды оказались стабиль-
ны (сохранялись в количестве более 85% от 
исходного уровня) в условиях кислой сре-
ды, патулитрин и мирицетин также были 
стабильны в нейтральной среде и при окис-
лении пероксидом водорода в течение всего 
срока наблюдения (таблица 1). Кверцетин-3-
О-диглюкозид на 90% и более разрушается 
в течение 24 часов в присутствии катионов 
меди (II) и железа (III), а также при действии 
щелочной среды. Следует отметить, что с 
увеличением гидрофобности флавоноидов, 
т.е. порядка выхода из хроматографической 
колонки, уменьшается степень их деструк-
ции под действием стрессовых агентов. 
Таблица 1 – Деструкция флавоноидов (в % от исходного содержания) в экстрактах 
рудбекии шершавой цветков под действием стрессовых агентов через 14 дней
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Ускоренные и долгосрочные испыта-
ния рудбекии шершавой цветков
В процессе хранения рудбекии цветков 
в естественных условиях в течение трех 
лет происходит снижение содержания сум-
мы флавоноидов до 83–88% от исходного 
уровня (таблицы 2 и 3). В негерметичной 
упаковке сохранность флавоноидов выше 
по сравнению с герметичной упаковкой. 
Также с увеличением влажности и тем-
пературы хранения происходит снижение 
концентрации флавоноидов в сырье. В из-
мельченном сырье процессы деструкции 
протекают быстрее по сравнению с цель-
ным сырьем. При высокой влажности сы-
рья увеличивается содержание агликонов 
флавоноидов (рисунок). 
В таблице 4 приведены данные об из-
менении количественного соотношения 
основных флавоноидов в цветках рудбекии 
после хранения при различных условиях 
в течение срока, аналогичного трем годам 
хранения в естественных условиях. При 
увеличении влажности сырья и температу-
ры хранения ускоряются процессы деструк-
ции, причем в первую очередь происходит 
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разрушение более гидрофильного флаво-
ноида (кверцетин-3-О-диглюкозида). При 
хранении в негерметичной упаковке в те-
чение трех лет при комнатной температуре 
соотношение исследованных флавоноидов 
практически не изменяется. И измельчен-
ное и цельное сырье остается стабильным 
и соответствует требованиям рекомендаций 
[3] по параметру «количественное содержа-
ние флавоноидов» в течение двух лет.
Таблица 2 – Изменение содержания суммы флавоноидов рудбекии в процессе хранения 
(по месяцам) для измельченного сырья
Таблица 3 – Изменение содержания суммы флавоноидов рудбекии в процессе хранения 











20 97,3±1,4 96,5±2,2 95,6±2,5 95,4±2,6 91,9±2,9 90,1±3,1 86,3±3,4
40 96,2±3,5 95,5±0,7 91,3±1,5 91,2±0,6 85,2±1,4 79,9±3,5 73,8±4,9





20 99,6±0,8 94,9±1,3 92,5±3,2 93,7±2,5 92,3±2,5 89,6±3,8 85,2±5,4
40 96,5±2,8 95,9±3,5 92,5±1,0 90,1±2,4 86,5±4,6 81,0±3,8 72,6±2,5





20 99,7±0,9 96,1±0,8 95,4±1,6 93,3±1,9 91,2±1,4 87,3±2,6 83,4±3,3
40 94,8±0,4 95,1±1,7 92,2±2,8 91,4±4,1 84,9±6,4 78,9±7,9 71,7±6,0





20 94,9±0,4 92,3±0,4 89,2±1,7 83,8±2,9 76,4±4,1 67,3±5,9 53,4±10,3
40 83,5±0,4 69,9±3,7 59,6±2,7 52,2±4,8 45,9±6,4 45,0±10,0 32,7±10,0











20 99,0±0,3 96,4±2,0 95,8±0,8 93,5±4,1 92,1 ±3,5 90,9±2,2 87,6±3,1
40 98,5±0,3 97,0±2,9 94,3±1,7 92,8±2,4 86,0±3,3 82,1±3,7 76,2±4,8





20 98,0±0,7 95,9±1,5 94,2±2,6 92,6±1,4 92,7±2,8 90,9±4,4 86,5±3,7
40 96,4±0,9 95,2±3,7 94,6±4,3 88,2±4,9 84,7±3,4 81,9±4,2 74,7±5,1





20 99,5±0,5 96,8±0,4 95,1±0,6 91,9±2,9 91,8±3,6 87,9±3,9 84,2±4,2
40 98,8±2,7 96,4±3,2 92,2±2,7 91,0±1,9 84,5±3,1 81,3±3,8 71,8±3,4





20 94,4±0,7 91,6±0,5 88,0±1,6 86,1±2,4 78,5±3,7 71,8±5,7 65,4±6,1
40 97,2±1,1 90,7±2,0 86,4±2,1 81,2±3,9 66,4±2,3 53,3±7,5 47,8±9,3
60 94,2±3,6 85,3±3,3 77,8±3,2 67,9±4,8 49,4±5,0 35,7±6,5 27,5±5,9
Исходное соотношение трех основных 
флавоноидов в цветках рудбекии пример-
но одинаково (1 : 1,3 : 1,3). При хранении 
в естественных условиях через три года 
соотношение флавоноидов в негерметич-
ной упаковке составляет 1,2 : 1 : 1,2 (для 
измельченного сырья) и 1 : 1,2 : 1,5 (для 
цельного сырья). 
Соотношение флавоноидов в цветках 
рудбекии меняется в сторону более ги-
дрофобных при увеличении влажности 
хранящегося сырья. При влажности сырья 
25% через 68 суток хранения при темпе-
ратуре 60°С соотношение мирицетина и 
кверцетин-3-О-диглюкозида будет состав-
лять 13,9 к 1,0 в измельченном сырье, а со-
держание патулетрина в 7,3 раза превышает 
содержание кверцетин-3-О-диглюкозида. 
Соотношение трех флавоноидов при хра-
нении в естественных условиях как в гер-
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метичной упаковке при влажности сырья 
9% и 13%, так и в негерметичной упаковке 
практически не изменяется. Направление 
процессов деструкции аналогично про-
цессам, протекающим в стрессовых тестах 
экстрактов: в большей степени разрушает-
ся кверцетин-3-О-диглюкозид, в меньшей 
степени патулетрин и мирицетин.
1 – кверцетин-3-О-диглюкозид; 2 – патулетрин; 3 – мирицетин.
Рисунок – Хроматограммы экстракта цветков рудбекии свежепереработанного (вверху) 
и после хранения при температуре 20ºС и влажности сырья 25% (внизу) при длине 
волны поглощения 360 нм 
Таблица 4 – Соотношение трех основных флавоноидов в цветках рудбекии в исходном 

























20 3,72±0,13 3,78±0,12 1,2 1,0 1,0 1,2 1,2 1,5
40 3,18±0,16 3,28±0,16 1,0 1,0 1,0 1,3 1,1 1,3





20 3,67±0,20 3,73±0,21 1,0 1,0 1,1 1,1 1,2 1,2
40 3,13±0,08 3,22±0,16 1,0 1,0 1,4 1,6 1,4 1,6





20 3,59±0,12 3,63±0,15 1,0 1,0 1,3 1,2 1,4 1,3
40 3,09±0,19 3,09±0,11 1,0 1,0 1,5 1,2 1,6 1,5





20 2,30±0,24 2,82±0,17 1,0 1,0 3,7 2,2 7,9 5,2
40 1,41±0,14 2,06±0,19 1,0 1,0 1,9 3,7 3,2 3,1
60 0,80±0,03 1,19±0,07 1,0 1,0 7,3 2,2 13,9 5,5
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ВЫВОДЫ
На основании данных стресс-тестов 
выявлены факторы, оказывающие наиболь-
шее влияние на деструкцию веществ в рас-
творах стандартных образцов и экстрактах 
изучаемого растительного сырья. Раствор 
патулетрина мгновенно деструктирует-
ся под действием окислителя, гидроксида 
натрия и катионов меди. В растительных 
экстрактах происходит деструкция трех ос-
новных флавоноидов на уровне свыше 85% 
при действии катионов меди (II) и железа 
(III), а также при действии щелочи. При 
действии остальных агентов сохраняется 
свыше 85% мирицетина и патулетрина от 
исходного содержания. Результаты стресс-
теста позволяют рекомендовать использо-
вать в качестве аналитического маркера для 
стандартизации данного растительного сы-
рья – патулетрин или мирицетин, как хими-
чески более устойчивые компоненты.
Направления деструкции трех доми-
нирующих флавоноидов в рудбекии шер-
шавой цветках совпадают при разных 
температурах хранения. Прослеживаются 
закономерности по деструкции флавоно-
идов в зависимости от влажности (потери 
в массе при высушивании) растительного 
сырья. Полученные данные можно исполь-
зовать при прогнозировании сроков годно-
сти рудбекии шершавой цветков как лекар-
ственного растительного сырья. 
SUMMARY
D.V. Moiseev 
INVESTIGATION OF STABILITY 
OF FLAVONOIDS OF RUDBEKIA HIRTA 
FLOWERS BY STRESS-TESTING, 
ACCELERATED TESTING AND LONG 
TERM TESTING METHODS
The article presents data on the effect of 
destructive agents (acid and alkaline hydroly-
sis, oxidation, exposure to metal ions) on the 
preservation of bioactive substances in the 
extracts of Rudbekia hirta flowers. Stability 
of three main flavonoids (analytical mark-
ers) in Rudbekia hirta flowers under various 
conditions of storage was studied. Data about 
change of active substances in powdered 
(2000 microns) and whole raw materials of 
Rudbekia hirta flowers stored at interval of 
temperature from 20 to 60°С and humidity of 
raw materials from 9 to 25% was presented. 
The samples were analyzed at 0, 3, 6, 9, 12, 
18, 24 and 36 months by high-performance 
liquid chromatography (HPLC). Results of 
this study indicate the stability of herbal raw 
materials at room temperature (20°C) for 24 
months. 
Keywords: Rudbekia hirta L., HPLC, 
stress-test, accelerated testings.
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